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Be s chre ibung 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Detektion von 
krankheitsassoziierten Autoantikorpern, die Loops von 
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren binden, und die Verwendung 
10 von Peptiden, die diese Loops oder Fragmente dieser um- 
fassen, zur Behandlung von Autoimmunkrankheiten . 

Das Immunsystem mehrzelliger Organismen beruht auf der 
Untersche idling zwischen "selbst" und "nicht selbst". Auf- 

15 grund seiner groSen Diversitat verfugt das "selbst" und 
, "nicht selbst" unterscheidende Immunsystem uber ein groSes 
Repertoire von Spezif itaten, die insbesondere von T- und 
B-Zellen exprimiert werden. Mittels komplizierter 
Mechanismen ist das Immunsystem zur Unterscheidung zwischen 

20 "selbst" und "nicht selbst" befahigt, mit denen sich der 
Korper insbesondere vor den Folgen der so genannten Auto- 
immunity schutzen kann. Das hei£t, die humoralen und zel- 
lularen Bestandteile des Immunsystems eines Organismus sind 
so ausgepragt, dass sie sich nicht gegen den Organismus 

25 selbst richten. Innerhalb des Immunsystems kann es jedoch 
zu vielfaltigen Storungen kommen, besonders konnen die 
Mechanismen der Selbstkennung eingeschrankt oder vollig 
ausgeschaltet werden. Daher gibt es eine Reihe von Er- 
krankungen, die durch Autoantikorper oder autoreactive 

30 T-Zellen ausgelost werden konnen. Eine der ersten Krank- 
heiten, bei denen Autoantikorper gegen ein bestimmtes Organ 
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gefunden wurden, ist die Thyreoidltis Hasmmoto. Es handelt 
sich hierbei um eine Schilddrusenerkrankung, die hauptsach- 
lich bei Frauen mittleren Alters auftritt und zur Aus- 
bildung. eines Kropfes und zur Unterfunktion der Schilddruse 
5 fuhrt. Sofern die Krankheit nicht behandelt wird, kommt es 
zur vollkommenen Zerstorung und Schrumpfung des Organs. 
Neben Autoantikorpern, die ausschliefilich gegen ein Organ 
gerichtet sind, gibt es zahlreiche Autoantikorper, die 
gegen mehrere Organe bzw. Gewebetypen gerichtet sein 
10 konnen. 

Entsprechend der Ausrichtung der Autoantikorper konnen 
organspezif ische und hichtorganspezif ische Auto immune r kr an - 
kungen unterschieden werden. Typische organspezif ische 

15 Autoimmunerkrankungen sind beispielsweise die vorzeitige 
Menopause, der juvenile Diabetes, mannliche Unfruchtbar- 
keit, perniziose Anamie oder Morbus Addison. Zu den nicht- 
or ganspe z i f i s chen Aut oimmunerkr ankungen gehoren be i sp i e 1 s - 
weise die rheumatoide Arthritis, die Dermatomyositis, die 

20 Sklerodermie oder gemischte Bindegewebserkrankungen und 
andere. Als Zielorgane der organspezif ischen Erkrankxing 
sind haufig die Schilddruse, die Nebenniere, der Magen und 
das Pankreas befallen, die nichtorganspezif ischen Erkran- 
kungen werden unter dem Begriff des so genannten rheu- 

25 matischen Formenkreises zusammengef asst und betreffen die 
Haut, die Niere, die Gelenke und die Muskeln. Fur die 
Diagnose und die Behandlung von Au t o immune rkr ankungen sind 
bisher nur wenige, unzureichende Verfahren bekannt . Mit den 
bekannten Labprroutinen, wie beispielsweise ELISA oder 

30 anderen gut eingefuhrten diagnost ischen Verfahren, die sich 
beispielsweise im Massenscreening unter den Labor- 
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bedingungen einer Klinik bewahrt haben, . ist es nicht 
moglich, die oft nur in geringen Konzentrationen vorhande- 
nen Autoantikorper im Serum eines Patienten nachzuweisen. 
Die Behandlung erfolgt bei organspezif ischen Erkrankungen 
5 meistens durch Herstellung des metabolischen Gleich- 
gewichtes; zum Beispiel wird bei einer Schilddrusen- 
unterfunktion das fehlende Schilddrusenhormon mit Thyroxin 
substituiert, und bei der Thyreotoxikose konnen Anti- 
metaboliten des Hormons gegeben werden. Bei der perniziosen 

10 Anamie kann ein Depot von Vitamin B 12 parenteral ver- 
abreicht werden und bei der Myasthenia gravis konnen 
Cholinesterase-Inhibitoren gegeben werden. Sofern ein 
kompletter Funktionsverlust des Organs eingetreten ist, 
sind beispielsweise eine Organiibertragung oder eine Implan- 

15 tation einer Prothese moglich. Derartige Therapieverf ahren 
sind bei organunspez if ischen Autoimmunerkrankungen nicht 
geeignet, da hierzu beispielsweise eine ganze Gruppe von 
Organen, wie beispielsweise die Haut, die Niere, die Ge- 
lenke und die Muskeln, in einem Patienten substituiert 

20 werden musste, wobei alleine die Substitution der Gelenke, 
der Muskeln und/oder der Haut nahezu unmoglich ist. Eine 
weitere Moglichkeit der Betiandiung von Autoimmunkrankheiten 
ist die Moglichkeit , die die Krankheit induzierenden Auto- 
antikoiper zu binden, zu komplexieren und folgend aus dem 

25 Serum zu eliminieren. Derartige Verf ahren. konnen jedoch nur 
dann erfolgreich in Diagnose oder Therapie eingesetzt wer- 
den, wenn ein Target, ein Agens oder eine Struktur bekannt 
sind, mit denen die Autoantikorper so wechselwirken, dass 
sie mit Hilfe des Agens oder des Targets detektiert oder 

30 eliminiert werden konnen. Fur zahlreiche Autoimmunerkran- 
kungen, wie zum Beispiel die Autoantikorper assoziierte 
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Hypertonie, die Praeklampsie, die humorale Nierenabstofiung 
oder die Chagas" Kardiomyopathie , sind derartige Agenzien 
nicht bekannt. Bisherige Diagnoseverf ahren, wie beispiels- 
weise Bioassays, sind schwer zu handhaben und daher fur die 
5 Laborroutine ungeeignet. Bekaiinte Bioassays sind z. B. 
Herzmyozyten-Kulturen zum Nachweis von Angiotensin II 
ATl-Rezeptor-Autoantikorpern. 



Aufgabe der Erfindung war es daher, Mittel, Vorrichtungen 
10 und Verfahren zur Diagnose von Autoantikorpern und 
Therapien von Autoimmunerkrankungen bereitzustellen, die 
eine einfache, effiziente und sichere Detektion oder Be- 
handlung erlauben und die genannten Nachteile nicht auf- 
weisen . 

15 

Die Erfindung lost dieses technische Problem durch die 
Bereitstellung eines Verfahrens zur Detektion von krank- 
heitsassoziierten Autoantikorpern, die gegen G- Protein- 
gekoppelte Rezeptoren gerichtet sind, wobei das Verfahren 
20 folgende Schritte umfasst: 

a) In- Kontakt - Br ingen von Korperf lussigkeit rait einem 
denaturierenden Agens, 

25 b) In -Kontakt -Br ingen der gefallten Fraktion mit einem 

insbesondere Biotin umfassenden Peptid, welches 
eine Teilsequenz des ersten und/oder zweiten Loops 
des Rezeptors umfasst, wobei eine Mixtur entsteht, 



30 



c) Inkubation der Mixtur mit einem insbesondere Avidin 
oder Streptavidin-beschichteten Trager, 
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d) Waschen der Materialien des Tragers, 

e) Inkubation der Trager mit anti-IgG-Subklassen, 
wobei der anti-IgG-Antik6rper markiert ist und 

f) Durchfuhrung einer Detektions-, insbesondere einer 
Enzym- oder Farbreaktion. 



10 Die Erfindung betrifft also die uberraschende Lehre, dass 
es moglich ist, mit Hilfe einer Enzym- oder Farbreaktion, 
beispielsweise in einem in Labor r out inen ublichen ELISA, 
krankheitsassoziierte Autoantikorper , die insbesondere 
gegen G-Protein-gekoppelte Rezeptoren gerichtet sind, zu 

15 detektieren. Dies betrifft insbesondere Autoantikorper, die 
mit den Krankheiten der dilatativen Kardiomyopathie , der 
Chagas" Kardiomyopathie, der Myokarditis , der Praeklampsie, 
der humoralen NierenabstoiSung, der alignen Hypertonie, der 
essentiellen Hypertonie, der refraktaren Hypertonie, der 

20 pulmonaren Hypertonie, der Psoriasis und/oder dem 
Raynaud -Syndrom in Verbindung stehen, bevorzugt sind die 
Antikorper agonistischer Autoantikorper • Bevorzugt diese 
Krankheiten sind mit Hilfe eines erf indungsgemaSen enzym- 
gekoppelten Immuntests einfach, sicherer und effektiv 

25 detektierbar . Derartige Krankheiten, insbesondere die mit 
ihnen assoziierten Antikorper, konnten bisher nur mit 
komplizierten indirekten Tests, wie. zum Beispiel Bioassays, 
nachgewiesen werden. So wurden beispielsweise Angiotensin 
II-ATl-Rezeptor-Autoantikorper, die beispielsweise mit der 

30 Praeklampsie assoziiert sind, bisher sicher nur durch das 
In-Kontakt-Bringen der jeweiligen Seren mit kultivierten 
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Kardiomyozyten, insbesondere neugeborener Ratten, uber die 
Modifikation der Schlagf requenz detektiert . Hierzu war es 
erf orderlich, die Kardiomyozyten neugeborener Ratten zu 
kultivieren und diese mit dem Serum der Patienten in Kon- 
5 takt zu bringen, wobei durch den Nachweis der Zunahme der 
Schlage pro Minute Antikorper gegen den ATl-Rezeptor bei 
Patienten mit Praeklampsie detektierbar waren. Mit dem 
erf indungsgemafien Verfahren ist ein Immuntest zur Verfugung 
gestellt, mit dem zahlreiche Autoantikorper , die gegen G- 

10 Protein-gekoppelte Rezeptoren gerichtet sind, detektiert 
werden konnen. Bei diesen Autoantikorpern handelt es sich 
bevorzugt urn einen gegen Betal-adrenergen-Rezeptor gerich- 
teten Autoantikorper, einen gegen muskarinergen M2-Rezeptor 
gerichteten Autoantikorper, einen Angiotensin II 

15 ATl-Rezeptor-Autoantikorper, einen Alphal-adrenergen-Rezep- 
tor-Autoantikorper und Autoantikorper, die gegen Endothelin 
IA, PAR-1, PAR- 2 und/oder PAR- 3 gerichtet sind. Die 
Autoantikorper konnen insbesondere agonistisch wirkende 
Autoantikorper seiri. Selbstverstandlich konnen die 

20 Antikorper auch inhibitorische Antikorper sein, z.B. beim 
allergischen Asthma (Interaktion mit dem 3. Loop). Ein 
insbesondere Streptavidin-beschichteter Trager ist ein 
Trager der bevorzugt mit Streptavidin oder Avidin 
beschichtet ist. Besonders bevorzugt sind aus 6 bis 2, 

25 insbesondere 4 Untereinheiten bestehende Proteine M R ca. 
40000 bis 80000, insbesondere 60000 Oder 66000, 
isoelektrischen Punkt nahe dem Neutralpunkt , wie z.B. 
Streptavidin oder Avidin, welche eine hohe Affinitat (z.B. 
K D = 10~ 15 M" 1 ) zu anderen, insbesondere durch Cholin 

30 inaktivierende Verbindungen, bevorzugt Biotin, zeigen. Dem 
Fachmann ist bekannt, dass ein insbesondere Streptavidin- 
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beschichteter Trager vorteilhaft ist, wenn eine mit diesem 
wirkverbindbare Struktur mit Biotin oder einem Aquivalent 
assoziiert ist. Wird durch Versuche ermittelt, dass die 
Bindung auch ohne eine Biotin/streptavidin/Avidin 
5 Assoziierung oder Bindung fur den Nachweis ausreichend ist # 
muss das Peptid oder der Trager nicht mit diesen 
Hilfsstoffen (Biotin und Streptavidin/Avidin) verbunden 
we r den. 



10 Das Peptid ist im Sinne der Erfindung ein Molekul, welches 
im Wesentlichen aus Aminosauren besteht . Peptide im Sinne 
der Erfindung sind auch Strukturen f die mehr als 5 0 bzw. 
100 Aminosauren umfassen und somit auch als Proteine 
bezeichnet werden konnen. Peptide und Proteine werden 

15 demgemass im Zusammenhang mit der Erfindung synonym 
verwendet. Selbstverstandlich konnen die Peptide andere 
Strukturen wie Lipide oder Kohlenhydrate aber auch 
artifizielle oder naturliche Aminosaure- oder nicht- 
Aminosaurebausteine umfassen, 

20 

Das Biotin-umfassende Peptid oder Protein karm auch mit 
einem anderen Tag als Biotin kombiniert werden. Ein Tag im 
Sinne der Erfindung ist ein Protein- Anhangsel oder ein 
Peptid bzw. eine andere Struktur, die mit dem Peptid oder 

25 Protein kombiniert, beispielsweise fusioniert, wird. Das 
Peptid kann - wie bereits ausgefuhrt - beispielsweise 
biotinyliert vorliegen und somit Biotin als Tag aufweisen. 
Dem Fachmann sind weitere Tag- Strukturen oder Tags aus 
Katalogen und Standardwerken der Biochemie bekannt . 

30 Bevorzugte Tags sind His-Tag, Flag-Tag, Strep-Tag, T7-Tag 
(11 N-terminale Aminosauren desT7GenlO-Proteins) , S-Tag, 
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CBP (Calmodulin-Binde-Peptid) , MBP (Maltose-Binde-Peptid) , 
Neb, Protein A, GST-Tag, Pinpoint -Tag, Thioredoxin, PET 



und/oder Biotin-Tag. Dieses Tag besitzt eine hohe Affinitat 
5 zu einer ant i -Tag Substanz oder einem anti-Tag an Oder auf 
dem Trager. Bevorzugte anti-Tags sind Streptavidin- , 
Glutathion-, Biotin-, Nickel -NTA- , Cellulose-, Amylose-, 
Thiobond-, Avidin- , und/oder Immunglobulin. Dem Fachmaim 
sind Tag/ ant i -Tag Paare bekannt, d.h. die Auswahl des Tags 

10 bestimmt die Struktur des anti-Tags, ohne dass eine 
erf inderische Auswahl durch einen Fachmann erforderlich ist 
oder das dieser bei der Ausfuhrung der erf indungsgemassen 
Lehre zunachst eine technische Aufgabe losen muss. Wenn das 
Peptid biotinyliert vorliegt und somit Biotin als Tag 

15 aufweist, ist die anti -Tag- Struktur Streptavidin, d.h. ein 
mit Streptavidin beschichteter Trager. Weitere bevorzugte 
Tag/anti-Tag Paare sind: Protein A/ Immunglobulin, GST 
(Glutathion- S-Transf erase) / Glutathion, Pin- Point (in vivo 
Biotinylierung) / Avidin, Thioredoxin/ Thiobond, PET 

20 (Cellulose-Binde-Domane) / Cellulose und/oder PMal (Maltose- 
Binde-Domane) / Amylose und andere. Bevorzugte 
anti-Tag-beschichtete Trager sind ausgewahlt aus der Gruppe 
umf assend Streptavidin- , Glutathion- , Biotin- , Nickel -NTA- , 
Cellulose-, Amylose-, Thiobond-, Avidin- und/oder 

25 Immunglobulin-beschichtete Trager. 

Die loops im Sinne der Erfindung konnen extrazellulare 
Strukturen sein, mit denen funktionelle, agonistische oder 
antagonist! sche Autoantik6rper wechselwirken, diese 
erkennen oder binden. 



(Cellulose-Binde-Domane) , 



PMal 



( Mai t o s e - B inde - Domane ) 



30 
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In einer besonderen Ausfuhrungsf orm der Erfindung ist das 
denaturierende Agens Ammoniurnsulf at . Selbstverstandlich 
kann aber jedes wenig strukturverandernde 

Denaturiemngsmittel verwendet werden, wie z.B. Alkohol bei 
5 der Alkoholf allung . Vorteilhaf terweise ist es mit 
Ammoniurnsulf at oder Alkohol moglich, Korperf lussigkeiten, 
wie beispielsweise Serum, zu fallen, insbesondere 
fraktioniert zu fallen. So konnen beispielsweise 
Antikorper, insbesondere Autoantikorper, von anderen 

10 Bestandteilen der Korperf lussigkeit separiert werden. Die 
Denaturierung der Korperf lussigeit erfolgt hierbei 
insbesondere so, dass die abgetrennten Bestandteile mittels 
dem Fachraann bekannter Methoden wieder in einen im 
Wesentlichen nativen Zustand zuruckgefuhrt werden konnen 

15 Oder in einen Zustand, der ihre Detektion ermoglicht. 
Selbstverstandlich ist jedes dem Fachmann bekannte 
denaturierende Agens, das von Ammoniumsulf at verschieden 
ist, oder ein anderes, die Struktur wenig veranderndes 
Denaturiemngsmittel, zur Fallung von Korperf lussigkeiten 

20 geeignet . 



In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung 
ist der Trager ein magnetisches Partikel oder eine 
ELISA- Platte bzw. eine andere Struktur, die zur Inkubation 

25 der Mixtur geeignet ist. Magnetische Partikel erlauben ins- 
besondere die Abtrennung der gebundenen Mixtur mit Hilfe 
von Strom oder einer magnetischen Ladung. Eine Verwendung 
von ELISA- Platten ermoglicht bevorzugt den Einsatz von 
Labor routinen oder standardisierten Geraten, da 

30 ELISA-Platten, insbesondere 96-well-Mikrotiterplatten, in 
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Klinik- und Grundlagenf orschung als ein Standard eingesetzt 
we r den . 

In einer we iter en bevorzugten Ausfuhrungsf orra der Erf indung 
5 ist der Autoantikorper gegen einen Betal-adrenergen-Rezep- 
tor, einen muskarinergen M2-Rezeptor, einen Angiotensin II 
ATI - Re z ep t or , e inen Alphal - adr ener gen -Rezeptor, e inen 
Endothelin IA-Rezeptor, einen PAR-1, PAR- 2 und/ Oder PAR- 3 
gerichtet. Bevorzugt handelt es sich bei den Rezeptoren um 
10 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfin- 
dung sind die gegen den Betal-adrenergen Rezeptor gerich- 
tet en Autoantikorper mit der dilatativen Kardiomyopathie, 

15 der Chagas" Kardiomyopathie oder der Myokarditis assozi- 
iert, die gegen den muskarinergen M2 -Rezeptor gerichteten 
Autoantikorper mit der dilatativen Kardiomyopathie oder der 
Chagas" Kardiomyopathie, die gegen den Angiotensin II AT1- 
Rezeptor gerichteten Autoantikorper mit der Praeklampsie, 

20 der humoral en NierenabstoSung oder der malignen Hyper tonie, 
die gegen den Alphal-adrenergen-Rezeptor gerichteten Auto- 
antikorper mit der essentiellen Hypertonie, der refraktaren 
Hypertonie, der pulmonaren Hypertonie oder der Psoriasis 
und/oder die gegen Endothelin IA, PAR-1 , PAR-2 und/oder 

25 PAR- 3 gerichteten Autoantik6rper sind mit dem Raynaud- 
Syndrom assoziiert. Vorteilhaf terweise handelt es sich 
hierbei um Autoimmunerkrankungen, bei denen die 
krankheitsassoziierten Autoantikorper gegen bestimmte 
extrazellulare Strukturen des G-Protein-gekoppelten 

30 Rezeptors gerichtet sind. Derartige Auto immune rkrankungen 
sind mit bisherigen Mitteln der Laborroutine schwer oder 
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gar nicht diagnostizierbar und weiterhin konnen sie nur mit 
erheblichem, teils chirurgischem Aufwand - z.B. 
Herztransplantation oder Implantation von Herzunter- 
stutzungssystemen - behandelt werden, insbesondere dadurch, 
5 dass einzelne Gewebe, Organbereiche oder vollstandige Or- 
gane durch Prothesen oder andere Organe, beispielsweise von 
lebenden oder toten Patienten, substituiert werden. 



In einer ganz besonderen Ausfuhrungsf orm der Erf indung wird 

10 bei der Detection der dilatativen Kardiomyopathie, der 
Myokarditis, der essentiellen Hypertonie, der refraktaren 
Hypertonie, der pulmonaren Hypertonie oder der Psoriasis 
eine Sequenz, bevorzugt das Peptid eingesetzt, welches eine 
Sequenz oder Teilsequenz des ersten und/oder zweiten Loops 

15 des Rezeptors umfasst und bei der Chagas" Kardiomyopathie, 
der dilatativen Kardiomyopathie , . der humoralen Nieren- 
abstofiung und beim Raynaud -Syndrom wird das Peptid ein- 
gesetzt, das eine Sequenz oder Teilsequenz des zweiten 
Loops des Rezeptors umfasst. Mit Vorteil ist es moglich, 

20 den ersten und/oder zweiten Loop bzw. nur den zweiten Loop 
bzw. Peptide, die Anteile bzw. Fragmente des ersten 
und/oder zweiten Loops bzw. nur des zweiten Loops umfassen, 
zur Detektion oder Therapie der genannten Krankheiten ein- 
zusetzen. Mit Vorteil sind dem Fachmann durch die Of fen - 

25 barung des Zusammenhangs von Autoantikorper , Loop und der 
jeweiligen Autoimmunkrankheit verschiedene Moglichkeiten 
gegeben, die genannten Autoimmunkrankheit en zu diagnosti- 
zieren, prognostizieren, therapieren, sie nachzubehandeln 
bzw. im Verlauf einer Behandlung einer Verlauf skontrolle 

30 des jeweiligen Heilverf ahrens zu unterziehen. Die Loops 
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bzw. die Peptide, die Teilbereiche der Loops umfassen, sind 
bevorzugt modifiziert. 

Dem Fachmann ist bekannt, dass einzelne Aminosauren analoge 
5 physikochemische Eigenschaf ten aufweisen, die mit Vorteil 
dazu fuhren, dass diese Aminosauren untereinander aus- 
getauscht werden konnen. Hierzu gehoren beispielsweise die 
Gruppe der Aminosauren (a) Glycin, Alanin, Valin, Leucin 
und/oder Isoleucin; bzw. die Aminosauren (b) Serin und 

10 Threonin, die Aminosauren (c) Asparagin und Glutamih, die 
Aminosauren (d) Asparaginsaure und Glutaminsaure; die 
Aminosauren (e) Lysin und Arginin sowie die Gruppe der 
aromatischen Aminosauren (f ) Phenylalanin, Tyrosin und/oder 
Tryptophan. Aminosauren innerhalb ein und derselben Gruppe 

15 (a-f) konnen untereinander ausgetauscht werden. Weiterhin 
ist es moglich, dass Aminosauren durcb modifizierte Amino- 
sauren oder spezifische Enantiomere ausgetauscht werden. 
Weitere Modif ikationen sind gemaS der Lehre nach der 
W099/62933 oder WO02/38592 moglich. 

20 

Im Stand der Technik sind verschiedene Moglichkeiten zur 
Herstellung von Peptiden offenbart. Peptide, die von den 
erf indungsgemaSen Peptiden ausgehend mit solchen Verfahren 
designt werden, sind von der erf indungemaSen Lehre mit 

25 erf asst . Eine Moglichkeit des Generierens von funktions- 
analogen Peptiden ist beispielsweise in PNAS USA 1998, Oct. 
13; 9521:12179-84, WO 99/6293 und/oder WO 02/38592 be- 
schrieben; diese Lehren sind in den Of f enbarungsgehalt der 
Erfindung mit aufgenommen. Das heifit, samtliche Peptide, 

30 Peptidf ragmente oder Strrikturen, die Peptide umfassen, die 
mit dem genannten Verfahren - von den erfindungsgemafien 
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Peptiden ausgehend - generiert wurden, sind Peptide im Sin- 
ne der Erfindung, sofern sie die erf indungsgemaEe Aufgabe 
losen, insbesoixdere mit den krankheitsverursachenden Auto- 
antikorpern wechselwirken. Bei diesen Autoantikorpern kann 
5 es sich beispielsweise um agonistische Autoantikorper 
handeln, die Rezeptoren aktivieren Oder urn inhibitorische 
Antikorper . . 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung 

10 ist es bevorzugt, dass 

die mit der dilatativen Kardiomyopathie assoziierten 
Autoantikorper mit dem Peptid umfassend eine Sequenz 
Oder Teilsequenz des ersten Oder zweiten Loops des 
Betal-adrenergen Rezeptors in Kontakt gebracht 

15 we r den, 

die mit der Chagas" Kardiomyopathie assoziierten 
Autoantikorper mit dem Peptid umfassend eine Sequenz 
oder Teilsequenz des zweiten Loops des Betal-adre- 
nergen Rezeptors in Kontakt gebracht werden, 

20 - die mit der Myokarditis assoziierten Autoantikorper 

mit dem Peptid umfassend eine Sequenz oder 
Teilsequenz des ersten oder zweiten Loops des Betal- 
adrenergen Rezeptors in Kontakt gebracht werden, 
die mit der dilatativen Kardiomyopathie assoziierten 

25 Autoantikorper mit dem Peptid umfassend eine Sequenz 

oder Teilsequenz des zweiten Loops des muskarinergen 
M2- Rezeptors in Kontakt gebracht werden, 
- die mit der Chagas" Kardiomyopathie assoziierten 
Autoantikorper mit dem Peptid umfassend eine Sequenz 

30 oder Teilsequenz des zweiten Loops des muskarinergen 

M2 -Rezeptors in Kontakt gebracht werden, 
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- die mit der Praeklampsie assoziierten Autoantikorper 
mit dem, Peptid umfassend eine Sequenz oder Teil- 
sequenz des zweiten Loops des 
Angiotensin II ATl-Rezeptors in Kontakt gebracht 

5 werden, 

- die mit der humoralen Nierenabstofrung assoziierten 
Autoantikorper mit dem Peptid umfassend eine Sequenz 
oder Teilsequenz des zweiten Loops des Angio- 
tensin II ATl-Rezeptors in Kontakt gebracht werden, 

10 - die mit der malignen Hypertonie assoziierten Auto- 

antikorper mit dem Peptid umfassend eine Sequenz 
oder Teilsequenz des zweiten Loops des Angioten- 
sin II ATl-Rezeptors in Kontakt gebracht werden, 
die mit der essentiellen Hypertonie assoziierten 

15 Autoantikorper mit dem Peptid umfassend eine Sequenz 

oder Teilsequenz des ersten oder zweiten Loops des 
Alphal-adrenergen-Rezeptors in Kontakt gebracht wer- 
den, 

die mit der refraktaren Hypertonie assoziierten 
20 Autoantikorper mit dem Peptid umfassend eine Sequenz 

oder Teilsequenz des ersten oder zweiten Loops des 
Alphal-adrenergen-Rezeptors in Kontakt gebracht wer- 
den, 

- die mit der pulmonaren Hypertonie assoziierten Auto- 
25 antikorper mit dem Peptid umfassend eine Sequenz 

oder Teilsequenz des ersten und/oder zweiten Loops 
des Alphal-adrenergen-Rezeptors in Kontakt gebracht 
werden, 

die mit der Psoriasis assoziierten Autoantikorper 
30 mit dem Peptid umfassend eine Sequenz oder Teil- 

sequenz des ersten und/oder zweiten Loops des 



WO 2004/051280 ^g7DE2003/003988 



15 



Alphal-adrenergen-Rezeptors in Kontakt gebracht 
we r den und/oder 
- die mit dem Raynaud- Syndrom assoziierten Autoanti- 
korper mit dem Peptid umfassend eine Sequenz oder 
5 Teilsequenz des zweiten Loops des Endothelin IA, 

PAR-1 und/oder PAR- 2 in Kontakt gebracht werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfindung 
sind die I gG- Subklassen IgGl, IgG2, IgG3 und/oder IgG4 
Subklassen. Vorteilhaf terweise werden spezifische Sub- 
klassen eingesetzt, um krankheitsassoziierte Autoantikorper 
einfach und effektiv zu detektieren. Hierdurch ist im 
Gegensatz zu den Verfahren ohne die Verwendung von 
spezifischen Subklassen eine einfache und sichere Detektion 
von Autoantikorpern durchf uhrbar . Die Subklassen konnen 
uberraschenderweise bestimmten Krankheitsbildern zugeordnet 
werden. Es ist demgemafi im Wesentlichen kein Gemisch von 
IG-Sublassen mit einem Krankheitsbild assoziiert, was 
dahingehend uberraschend ist, da im Laufe der Generierung 
von Subklassen durch Switch und andere biochemische 
Mechanismen verschiedene Subklassen generiert werden. 

In einer weiteren vorteilhaf ten Ausfuhrungsf orm ist es be- 
vorzugt, dass 

25 - bei der dilatativen Kardiomyopathie die IgG3 

und/oder IgG4 Subklassen verwendet werden, wenn das 
Peptid eine Sequenz oder Teilsequenz des ersten 
Loops umfasst, und die IgGl Subklasse, wenn das 
Peptid eine Sequenz oder Teilsequenz des zweiten 

30 Loops umfasst, 



10 



15 



20 
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- bei der Chagas" Kardiomyopathie die IgGl, IgG2, IgG3 
und/oder IgG4 Subklassen verwendet werden, 

- bei der Myokarditis die IgG3 und/oder IgG4 Sub- 
klassen verwendet werden, wenn das Peptid eine 

5 Sequenz oder Teilsequenz des ersten Loops urafasst 

und die IgGl Subklasse, wenn das Peptid eine Sequenz 
oder Teilsequenz des zweiten Loops umfasst; 
v bei der Praeklampsie die IgG3 Subklasse verwendet 
wird, 

10 - bei der humoralen NierenabstoSung die IgGl und IgG3 

Subklassen verwendet werden, 

- bei der malignen Hypertonie die IgGl und/oder IgG3 
Subklassen verwendet werden, 

bei der essentiellen Hypertonie die IgGl und/oder 
15 IgG3 Subklassen verwendet werden , wenn das Peptid 

eine Sequenz oder Teilsequenz des ersten Loops um- 
fasst und die IgG2 Subklasse verwendet wird, wenn 
das Peptid eine Sequenz oder Teilsequenz des zweiten 
Loops umfasst, 

20 - bei der refraktaren Hypertonie- die IgGl und/oder 

IgG3 Subklassen verwendet werden, wenn das Peptid 
eine Sequenz oder Teilsequenz des ersten Loops um- 
fasst und die IgG2 Subklasse verwendet wird, wenn 
das Peptid eine Sequenz oder Teilsequenz des zweiten 

25 Loops umfasst, 

- bei der pulmonaren Hypertonie die IgGl, IgG2 
und/oder IgG3 Subklassen verwendet werden, 

- bei der Psoriasis die IgGl, IgG2, IgG3 und/oder IgG4 
Subklassen verwendet werden und/oder 

30 - bei dem Raynaud- Syndrom die IgGl Subklasse verwendet 

wird. 
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Mit Vorteil kann durch diese Ausgestaltungsf orm der Erfin- 
dung fur eine spezifische Autoimmunkrankheit bzw. fur die 
Autoantikorper eine IgG-Subklasse. bzw. -Subklassen bereit- 
gestellt - werden, mit denen Autoantik6rper einfach und 
sicher . detektiert werden konnen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf iihxungs form der Erf indung 
werden die Autoantikorper vor dem Nachweis mit dem Fachmann 
bekannten Methoden auf konzentriert Oder gereinigt . 

In einer besonderen Ausf uhrungs form der Erfindung umfasst 
das Verfahren zum Auf konzentrieren oder Reinigen der Auto- 
antikorper die folgenden Schritte: 

a) Gewinnung einer IgG-Fraktion aus Korperf lussigkeit , 

b) In-Kontakt-Bringen der gewonnenen IgG-Fraktion mit 
einem Peptid, welches eine Teilsequenz eines ersten 
oder zweiten Loops eines G-Protein-gekoppelten 
Rezeptors umfasst, wobei eine Mixtur gewonnen wird, 

c) Inkubation der Mixtur mit einem Trager, der ge- 
waschen und konzentriert wird und 

d) Eluieren der Autoantikorper von dem auf konzentrier- 
ten Trager. 

ZweckmaSigerweise wird durch die Reinigung oder Aufkonzen- 
trierung eine sehr sichere Diagnose oder Detektion der 
Autoantikorper moglich. 



In einer besonderen Ausf uhrungsf orm der Erfindung ist das 
30 Peptid, welches die Sequenz bzw, eine Teilsequenz des 
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ersten und/oder zweiten Loops umfasst, ausgewahlt aus der 
Gruppe umfassend: 

EYGSFF, SFFCEL, ARRCYND, PKCCDF, AESDE, CYIQFF, EDGECY, 
5 VRTVEDGECYIQFFSNAAVTFGTAI , AFHYESQ , ENTNIT, FWAFGR, 

GRAFCDV, ITEEAGY, ERFCGI , GRIFCD und/oder ITTCHDVL. 



Insbesondere konnen diese Peptide wie folgt zugeordnet 
werden (siehe auch Tab. 3) : 



10 





Pi DCM 


I 


loop 


EYGSFF, 


SFFCEL 




pi DCM 


II 


loop 


ARRCYND, 


PKCCDF 




Pi Myokard. 


I 


loop 


ARRCYND, 


PKCCDF 




Pi Myokard. 


II 


loop 


ARRCYND, 


PKCCDF 


15 


Pi Chagas 


II 


loop 


AESDE 






muse . M2 DCM 


II 


loop 


CYIQFF, 


EDGECY 




muse . M2 Chagas 


II 


loop 


VRTVEDGECYIQFFSNAAVTFGTAI 




ATI Praekl . 


II 


loop 


AFHYESQ 






ATI humor . 










20 


Nierenabst . 


II 


loop 


ENTNIT, 


AFHYESQ 




ATI malign. Hyp 


II 


loop 


ENTNIT, 


AFHYESQ 




cclA essent . Hyp 


I 


loop 


FWAFGR, 


GRAFCDV 




alA essent. Hyp 


II 


loop 


ITEEAGY 


und ERFCGI 




alA pulm. Hyp 


I 


loop 


FWAFGR, 


GRAFCDV 


25 


alA pulm. Hyp 


II 


loop 


ITEEAGY 


und ERFCGI 




alA ref rakt . Hyp 


I 


loop 


FWAFGR, 


GRAFCDV 




alA ref rakt. Hyp 


II 


loop 


ITEEAGY 


und ERFCGI 




alB Psoriasis 


I 


loop 


GRIFCD 






alA Psoriasis 


I 


loop 


GRAFCDV 




30 


PAR-1 und PAR- 2 


II 


loop 


ITTCHDVL 
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Endothelin IA; Raynaud's Syn. 

Es ist dem Fachmann selbstverstandlich bekannt, dass er 
aufgrund der Offenbarung bestimmter Sequenzabschnitte des 
5 Loopes auch Sequenzen verwenden kann, die die genannten 
Sequenzen im naturlich vorkommenden loop f lankieren . 
Weiterhin ist dem Fachmann bekannt, dass er die Sequenzen 1 
durch Deletionen, Substitutionen, Additionen, Insertionen 
oder andere biochemische bzw. biophysikalische Vorgange so 
10 verandern kann, dass einzelne Parameter von ihnen - wie 
bei spiel sweise ihre Wirkung als diagnostisches oder 
therapeutisches Mitt el - verbessert werden konnen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erf indung 

15 ist insbesondere das Peptid immobilisiert . Im Sinne der Er- 
f indung werden unter Immobilisierung verschiedene Verfahren 
und Techniken zum Fixieren der Peptide auf bestimmten 
Tragern verstanden. Die Immobilisierung kann beispielsweise 
der Stabilisierung der Peptide dienen, wodurch diese ins- 

20 besondere bei Lagerung oder bei einmaligem Batch-Ansatz 
durch biologische, chemische oder physikalische Einwir- 
kungen in ihrer Aktivitat nicht reduziert oder. nachteilig 
modifiziert werden. Durch die Immobilisierung der Peptide 
ist ein wiederholter Einsatz unter technischen oder 

25 klinischen Routine-Bedingungen moglich; weiterhin kann eine 
Probe - bevorzugt Blutbestandteile - mit mindestens einem 
der erf indungsgemalSen Peptide kontinuierlich umgesetzt 
werden. Dies kann insbesondere durch verschiedene Immobili- 
sierungstechniken erreicht werden, wobei die Bindung der 

30 Peptide an andere Peptide oder Molekule bzw. an einen 
Tr&ger so erfolgt, dass die dreidimensionale Struktur, 
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insbesondere an dem Zentrum, das die Wechselwirkung mit den 
Autoantikorpern vermittelt, der entsprechenden Molekule, 
insbesondere der Peptide, nicht verandert wird. Vorteil- 
hafterweise geht die Spezifitat zu den Autoantikorpern der 
5 Patienten durch die Immobilisierung nicht verloren. Im 
Sinne der Erfindung konnen drei grundsatzliche Methoden zur 
Immobilisierung verwendet werden: 

(i) Quervernetzung: Bei der Quervernetzung werden die 
10 Peptide miteinander fixiert, ohne dass ihre Aktivitat 

nachteilig beeinflusst wird. Sie sind vorteilhaf terweise 
durch die Quervernetzung nicht mehr loslich. 

(ii) Bindung an einen Trager: Die Bindung an einen Trager 
15 erfolgt zum Beispiel durch Adsorption, Ionenbindung oder 

kovalente Bindung. Dies kann auch innerhalb von mikro- 
biellen Zellen bzw. Liposomen oder anderen membranhaltigen 
geschlossenen bzw. offenen Strukturen erfolgen. Die Peptide 
werden durch die Fixierung vorteilhaf terweise nicht in 
20 ihrer Aktivitat beeinflusst. Die Peptide konnen mit Vorteil 
zum Beispiel in der Klinik in Diagnose oder Therapie tra- 
gergebunden mehrfach oder kontinuierlich eingesetzt werden. 

(iii) Einschluss: Der Einschluss erfolgt im Sinne der 
25 Erfindung . insbesondere an eine semipermeable Membran in 

Form von Gelen, Fibrillen oder Fasern. Gekapselte Peptide 
sind durch eine semipermeable Membran so durch die umgeben- 
de Probenlosung getrennt, dass sie vorteilhaf terweise noch 
mit den Autoantikorpern oder mit Fragmenten dieser inter- 
30 agieren konnen. Fur die Immobilisierung stehen verschiedene 
Verfahren zur Verfugung, wie beispielsweise die Adsorption 
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an einen inerten oder elektrisch geladenen anorganischen 
Oder organischen Trager. Solche Trager konnen beispiels- 
weise porose Gele, Aluminiumoxid, Betonid, Agarose, Starke, 
Nylon Oder Polyacrylamid sein. Die Inimobilisierung erfolgt 
5 hierbei durch physikalische Bindungskraf te, oft unter Be- 
teiligung von hydrophoben Wechselwirkungen und ionischen 
Bindungen. Derartige Methoden sind vorteilhaf terweise ein- 
fach zu handhaben und sie beeinf lusseiT die Konformation der 
Peptide nur in geringem Umfang. Durch elektrostatische 
10 Bindungskraf te zwischen den geladenen Gruppen der Peptide 
und dem Trager kann die Bindung vorteilhaf terweise ver- 
bessert werden, zum Be i spiel durch die Verwendung von 
Ionenaustauschern, insbesondere Sephadex. 

15 Ein weiteres Verfahren ist die kovalente Bindung an Trager- 
materialien. Die Trager konnen dazu reaktive Gruppen auf- 
weisen, die mit Aminosaure-Seitenketten homoopolare Bin- 
dungen eingehen. Geeignete Gruppen in Peptiden sind 
Carboxy-, Hydroxy- und Sulf idgruppen und insbesondere die 

20 endstandigen Aminogruppen von Lysinen. Aromatische Gruppen 
bieten die Moglichkeit fur Diazo-Kopplungen. Die Oberflache 
von mikroskopischen porosen Glaspartikeln kann durch 
Behandlung mit Silanen aktiviert und anschlieSend mit Pep- 
tiden umgesetzt we r den. Hydroxy- Gruppen naturlicher Poly- 

25 mere konnen zum Beispiel mit Bromzyan aktiviert und an- 
schlieSend mit Peptiden gekoppelt werden. Mit Polyacryl- 
amid-Harzen konnen zahlreiche Peptide vorteilhaf terweise 
direkte kovalente Bindungen eingehen.' Bei dem Einschluss in 
dreidimensionale Netzwerke werden die Peptide in ionotrophe 

30 Gele oder andere dem Fachmann bekannte Strukturen einge- 
schlossen. Die Poren der Matrix sind insbesondere so be- 
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schaffen, dass die Peptide zuruckgehalten werden und eine 
Interaktion mit den Ziel-Molek&len raoglich ist. Bei der 
Quervernetzung werden die Peptide durch Vernetzung mit 
bif unktionellen Agenzien in polymere Aggregate umgewandelt . 
5 Derartige Strukturen sind gelatin6s und leicht verformbar 
und insbesondere fur den Einsatz in verschiedenen Reaktoren 
geeignet. Durch Zugabe anderer inaktiver Komponenten, wie 
zum Beispiel Gelatine, bei der Vernetzung konnen die 
mechanischen und Bindungseigenschaf ten vorteilhaf terweise 

10 verbessert werden. Bei der Mikroverkapselung wird der 
Reaktionsraum der Peptide mit Hilfe von Membranen ein- 
gegrenzt. Die Mikroverkapselung kann zum Beispiel als 
Grenzf lachen- Polymerisation durchgefuhrt werden, Durch die 
Immobilisierung bei der Mikroverkapselung werden die 

15 Peptide unloslich und dadurch wieder verwendbar. Im Sinne 
der Erfindung sind immobilisierte Peptide alle Peptide, die 
sich in einem Zustand befinden, der ihre Wiederverwendung 
erlaubt. Die Einschrankung der Beweglichkeit und der Los- 
lichkeit der Peptide auf chemischem, biologischem oder 

20 physikalischem Wege fuhrt vorteilhaf terweise zu niedrigen 
Verf ahrenskosten, insbesondere bei der Eliminierung von 
Autoantikorpern aus Blutbestandteilen. 

in einer weiteren bevorzugten Aus fuhrungs form der Erfindung 
25 ist das Peptid an eine Festphase gebunden. Die Bindung des 
Peptides an die Festphase kann uber einen Spacer erfolgen. 
Als Spacer konnen alle chemischen Verbindungen eingesetzt 
werden, die fur die Funktion des Spacers die geeigneten 
strukturellen und f unktionellen Voraussetzungen aufweisen, 
30 solange sie nicht das Bindeverhalten derart modif izieren, 



WO 2004/051280 



VDE2003/003988 



23 

• dass eine Bindung des Autoantikorpers rait dem Peptid nach- 
teilhaf terweise beeintr&chtigt wird. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfin- 
5 dung umfasst das Peptid Aminogruppen , Amide, Acetyl gruppen, 
Biotingruppen, Marker, Spacer, Linker, GKK xmd/oder SGKK. 
Derartige Stmkturen erlauben vorteilhaf terweise eine 
Verwendung der Peptide in der Apheresetherapie . 

10 In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfin- 
dung umfasst der Linker und/ Oder der Spacer 
a-Aminocarbonsauren sowie deren Homo- und Heterooligomere; 
a, co-Aminocarbonsauren sowie deren verzweigte Homo- oder 
Heterooligomere; sonstige Aminosauren sowie die linearen 

15 und verzweigten Homo- oder Heterooligomere; Amino - 
oligoalkoxy-alkylamine; Maleinimidocarbonsaure-Derivate; 
Oligomere von Alkylaminen; . 4 -Alkylphenyl -Derivate; 
4-Oligoalkoxyphenyl- oder 4-Oligoalkoxyphenoxy-Derivate; 
4-Oligoalkylmercaptophenyl- oder 4-Oligoalkylmercapto- 

20 phenoxy-Derivate; 4-Oligoalkylaminphenyl- oder 4-Oligo- 
alkylaminyphenoxy-Derivate; (Oligoalkylbenzyl) -phenyl- oder 
4-Oligoalkylbenzyl) -phenoxy-Derivate sowie 4-Oligoalkoxy- 
benzyl) -phenyl- oder 4-Oligoalkoxybenzyl) -phenoxy-Derivate; 
Trityl-Derivate; Benzyl oxyaryl- oder Benzyloxyalkyl-Deri- 

25 vate; Xanthen-3-yl-oxyalkyl-Derivate; (4-Alkylphenyl) - oder 
co- (4-Alkylphenoxy) -alkansaure-Derivate ; Oligoalkyl-Pheno- 
xyalkyl - oder Oligoalkoxy-phenoxyalkyl -Derivate ; Carbamat - 
Derivate; Amine; Trialkylsilyl- oder Dialkyl-alkoxysilyl- 
Derivate; Alkyl- oder Aryl -Derivate und/oder Kombinationen 

30 davon . 
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In einer weiteren besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm 
der Erfindung sind die immobilisierten Peptide durch 
Deletion, Addition, Substitution, Translokation, Inversion 
und/oder Insertion modif iziert . 

5 

Die Erfindung betrifft auch ein Peptid ausgewahlt aus der 
Gruppe umfassend EYGSFF und/oder SFFCEL (DCM, 1. loop) ; 
ARRCYND und/oder PKCCDF (DCM, 2. loop); AESDE (Chagas, 2. 
loop) / CYIQFF und/oder EDGECY (DCM, 2 . loop) ; 

10 VRTVEDGECYIQFFSNAAVTFGTAI (Chagas, 2. loop), AFHYESQ 
(Praeklampsie, 2. loop), ENTNIT und/oder AFHYESQ (humorale 
Nienabstossung, maligne Hypertonie, 2. loop); FWAFGR 
und/oder GRAFCDV (essentielle Hypertonie, 1. loop), 
ITEEAGY und/oder ERFCGI (essentielle Hypertonie, 2. loop), 

15 GRIFCD, GRAFCDV (Psariasis, 1. loop) und/oder ITTCHDVL zur 
Verwendung als medizinischer Wirkstoff. Bei der pulmonaren 
und ref raktaren Hypertonie gelten zum 1 . und 2 . loop die 
Ausfuhrungen zur essentiellen Hypertonie. Die Verwendung 
als therapeuti scher Wirkstoff meint im Sinne der Erfindung 

20 die Anwendung des Peptids bzw. der Peptide auf dem 
gesamten Gebiet der Medizin, bevorzugt zur Diagnose und 
Therapie von Autoimmunkrankheiten . 

Dem Fachmann ist bekannt, dass er aufgrund der offenbarten 
25 Peptide als Diagnose- und/oder Therapiemittel weitere , 
fiinktionsanaloge IPeptide generieren kann. Diese 
funkt ions anal ogen Peptide sind durch die erf indungsgemafie 
Lehre mit erf asst . Insbesondere ist auf die Dissertationen 
PNAS USA 1998, Oct. 13; 9521:12179-84, WO 99/6293 und/oder 
30 WO 02/38592 hingewiesen, die in den Of f enbarungsgehalt der 
erf indungsgemaJSen Lehre mit aufgenommen sind. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfindung wird 
das Peptid von Autoantikorpern von Patienten mit einer der 
folgenden Krankheiten gebunden: dilatative Kardiomyo- 
5 pathie, Chagas" Kardiomyopathie , Myokarditis, Pra- 
eklampsie, humorale NierenabstoSung, maligne Hypertonie, 
essentielle Hypertonie, refraktare Hypertonie, pulmonare 
Hypertonie, Psoriasis und/oder Raynaud- Syndrom. Der Fach- 
mann kann aus dieser Offenbarung durch Routineversuche 
10 Diagnose- und Therapieverf ahren bereitstellen. 

Die Erfindung betrifft auch Erkennungsmolekule, die gegen 
das erf indungsgemaSe Peptid gerichtet sind. Bevorzugt sind 
die Erkennungsmolekule Antik6rper, Antisense-Konstrukte 

15 und/oder ein Chelatoren. Die erf indungsgemaJSen Erkennungs- 
molekule konnen Antikorper sein, die gegen Autoantikorper 
gerichtet sind, die insbesondere folgende Krankheiten indu- 
zieren: die dilatative Kardiomyopathie, die Chagas" Kardio- 
myopathie, die Myokarditis, die Praeklampsie, die humorale 

20 NierenabstoEung, die maligne Hypertonie, die essentielle 
Hypertonie, die refraktare Hypertonie, die pulmonare 
Hypertonie, die Psoriasis und/oder das Raynaud -Syndrom. 

Die Erfindung betrifft auch eine pharmazeutische Zusammen- 
25 setzung, die die Peptide und/oder die Erkennungsmolekule 
gegebenenf alls mit einem pharmazeutisch vertraglichen 
Trager umfasst . Die pharmazeutische Zusammensetzung kann 
insbesondere als Arzneimittel eingesetzt werden. Hierzu ist 
es beispielsweise moglich, die Peptide durch Zyklisierung 
30 oder andere dem Fachmann bekannte Verf ahren so zu modi- 
fizieren, dass sie durch korpereigene peptidabbauende 
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Strukturen, wie zum Beispiel SerumprotbaQcu, xiicht zerstort 
werden konnen. Durch Verwendung der erf indungsgemaSen Pep- 
tide Oder Erkennungsmolekule ist es moglich, die Autoanti- 
korper in oder ex vivo bzw. in vitro zu neutral i s ieren . 
5 Eine in-vitro Neutralisation ist beispielsweise bei der 
Untersuchung von Autoimmunerkrankungen in Gewebe- oder 
Zellkulturen vorteilhaft. Bei einer in vivo Neutralisation 
werden die Arzneimittel dem Patienten direkt verabreicht, 
bei einer ex vivo Neutralisation wird beispielsweise das 

10 Blut uber eine Schleife - zum Beispiel in Form eines 
Schlauch-Kreislauf es - aus dem Korper geleitet, folgend mit 
dem Arzneimittel in Kontakt gebracht und nach der erfolgten 
Neutralisation der Autoantikorper wieder in den Organismus, 
insbesondere dem humanen Patienten, zuruckgef uhrt . Im Sinne 

15 der Erfindung gelten als Arzneimittel sowohl solche pharma- 
zeutischen Zusammensetzungen, die fur die therapeutischen 
und prophylaktischen Zwecke verwendet werden als auch sol- 
che pharmazeutischen Zusammensetzungen, die als Diagnosti- 
kum eingesetzt werden konnen. 

20 

Arzneimittel oder pharmazeutische Zusammensetzungen, die 
vorl legend synonym verwendet werden, sind erf indungsgemaS 
Stoffe und Zubereitungen aus Stoffen, die dazu bestimmt 
sind, durch Anwendung am oder im menschlichen Korper 

25 Krankheiten, Leiden, Korperschaden oder krankhafte Be- 
schwerden zu heilen, zu lindern oder zu verhuten . Medizi- 
nische Hilfsstoffe sind erf indungsgemaE solche Stoffe, die 
zur Produktion als aktive Ingredienzien von Arzneimitteln 
eingesetzt werden, Pharmazeutisch- technische Hilfsstoffe 

30 dienen der geeigneten Formulierung des Arzneimittels oder 
der pharmazeutischen Zusammensetzung und konnen sogar, 
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sofern sie nur wahrend des Herstellungsverfahrens benotigt 
werden, anschliefcend entfernt werden oder k6nnen als phar- 
mazeutisch vertragliche Trager Teil der pharmazeutisclieii 
Zusammensetzung sein. Die Arzneimittelf ormulierung oder 
5 Formulierung der pharmazeutischen Zusammensetzung erf olgt 
gegebenenf alls in Kombination mit einem pharmazeutisch 
vertraglichen Trager und/oder Verdunnungsmittel . Beispiele 
fur geeignete pharmazeutisch vertragliche Trager sind dem 
Fachmann bekannt und umfassen zum Beispiel Phosphat- 

10 gepufferte Kochsalzlosungen, Wasser, Emulsionen wie zum 
Beispiel 6l/Wasser-Emulsionen, verschiedene Arten von De- 
tergenzien, sterile Losungen etc., Arzneimittel oder 
pharmazeutische Zusammensetzungen, die solche Trager urn- 
fassen, konnen mittels bekannter konvent lonelier Methoden 

15 formuliert werden. Diese Arzneimittel oder pharmazeutischen 
Zusammenset zungen konnen einem Individuum in einer geeig- 
neten Dosis verabreicht werden, beispielsweise in einem 
Bereich von 1 /ig bis 10 g an Peptiden pro Tag und Patient. 
Bevorzugt werden dabei Dosen von 1 mg bis 1 g. Bevorzugt 

20 wird eine Verabreichung von moglichst wenigen und niedrigen 
Dosen und weiter bevorzugt eine eiiunalige Dosis . Die Verab- 
reichung kann auf verschiedenen Wegen erfolgen, beispiels- 
weise intravenos, intraperitoneal, intrarektal, intra- 
gastrointestinal, intranodal, intramuskular , lokal, aber 

25 auch subkutan, intradermal oder auf der Haut oder uber die 
Schleimhaute . Die Verabreichung von Nukleinsauren, die fur 
das erf indungsgemaSe Peptid codieren, kann auch in Form von 
Gen-Therapien geschehen, beispielsweise uber virale Vek- 
toren. Die Art der Dosierung und des Verabreichungsweges 

30 kann vom behandelnden Arzt entsprechend den klinischen 
Faktoren bestimmt werden. Es ist dem Fachmann bekannt, dass 
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die Art der Dosierung von verschiedenen Faktoren abhangig 
1st, wie zum Beispiel der GroSe, der Korperoberf lache, dem 
Alter, dem Geschlecht oder der allgemeinen Gesundheit des 
Patienten, aber auch von dem speziellen Mittel, welches 
5 verabreicht wird, der Dauer und Art der Verabreichung und 
von anderen Medikamenten, die moglicherweise parallel ver- 
abreicht werden. Der Fachmann kann sich hierbei an den 
ublichen Standardwerten sowie an speziellen Lehren orien- 
tieren, zum Beispiel an der Lehre der EP 1 085 955, die in 
10 den Of f enbarungsgehalt der Erfindung mit aufgenommen ist. 
Weiterhin ist dem Fachmann bekannt, dass er die Konzen- 
tration der Autoantikorper mit den erf indungs'gemafien 
Peptiden zunachst diagnostizieren kann, um die notwendige 
Konzentration des Arzneimittels zu bestimmen. 

15 

Die pharmazeutischen Zusammensetzungen oder das Arzneimit- 
tel umfassen insbesondere eine pharmakologische Substanz, 
die ein oder mehrere erf indungsgemaSe Peptide oder Erken- 
nungsmolekule oder/und diese codierende Nukleinsauremole- 

20 kule in einer geeigneten Losung oder Verabreichungsf orm 
enthalt. Diese konnen entweder alleine mit den entsprechen- 
den unter Arzneimitteln oder pharmazeutischen Zusammen- 
setzungen beschriebenen Hilfsstoffen oder in Kombination 
mit einem oder mehreren Adjuvantien, beispielsweise QS-21, 

25 GPI-0100 oder andere Saponine, Wasser-6l Emulsionen wie 
beispielsweise Montanide, Adjuvantien, Polylysin, Poly- 
argininverbindungen, DNA-Verbindungen wie beispielsweise 
CpG, Detox, bakterielle Vakzine wie beispielsweise Thyphus- 
vakzine oder BCG-Vakzine, Salze wie beispielsweise Kalzium- 

30 phosphate und/oder einem anderen geeigneten Stoff zur 
Wirkungsverstarkung verabreicht werden; vorzugsweise immun- 
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stimulatorische Molekule, wie Interleukine, beispielsweise 
IL-2, IIj-12, IL-4 und/oder Wachstumsf aktoren, beispiels- 
weise GM-CSF. Diese werden in bekannten Methoden mit den 
erf indungsgemafien Peptiden oder Erkennungsmolekulen ge- 
5 mischt und in einer geeigneten Formulierung und Dosierung 
verabreicht . Formulierungen, Dosierungen und geeignete 
Komponenten sind dem Fachmann bekannt. 

Die pharmazeutische Zusammensetzung oder das Arzneimittel 
10 konnen selbstverstandlich auch eine Kombination von zwei 
oder mehreren der erf indungsgemaSen pharmazeutischen Zusam- 
mensetzungen oder Arzneimittel sein, sowie eine Kombination 
mit anderen Arzneimitteln, wie beispielsweise Antikorper- 
therapien, Chemotherapien oder Radiotherapien, die auf eine 
15 geeignete Weise zeitlich gemeinsam oder getrennt verab- 
reicht bzw. angewandt werden. Die Herstellung der Arznei- 
mittel oder pharmazeutischen Zusammensetzungen erfolgt nach 
an sich bekannten Methoden. 

20 Die Erfindung betrifft auch einen Kit, der das erfindungs- 
gemafce Peptid, die erf indungsgemafien Erkennungsmolekule 
und/oder die erf indungsgemaSe pharmazeutische Zusammen- 
setzung umfasst, gegebenenf alls mit einer Anweisung zum 
Kombinieren der Inhalte des Kits und/oder zum Bereitstellen 

25 einer Formulierung fur einen Empfanger und einem 
Algorithmus der Gabe der Formulierung, das heiSt in welcher 
Dosis oder in welchen Zeitintervallen einem Patienten 
einzelne Bestandteile des Kits verabreicht werden. Der 
Empfanger im Sinne der Erfindung kann jedoch auch eine 

30 Zelle oder ein Gewebe in vivo, ex vivo oder in vitro sein. 
Bei der Information kann es sich beispielsweise urn einen 
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Beipackzettel, aber auch um eine Information handeln, die 
der Anwender fernmundlich oder uber Internet abrufen kaim . 
Der Algorithmus der Gabe der Formulierung beinhaltet ins- 
besondere eine Anleitung zum diagnostischen und/oder thera- 
5 peutischen Verfahren zur Behandlung eines Patienten. Hier- 
bei kann es sich urn einstufige als auch mehrstufige 
Verfahren handeln, als auch um solche, die in Ab- oder 
Anwesenheit eines Arztes durchgefuhrt v/erden. Das heiSt, 
das Therapieschema bzw. die Information uber dieses sind 
10 bevorzugt ein Bestandteil des Kits. 

Die Erfindung betrifft auch eine Vorrichtung zur Chroma- 
tographic, die die erf indungsgemafcen Peptide umfasst. 

15 In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm sind die Peptide 
innerhalb des Chromatographiesystems beispielsweise an 
einer Festphase gebunden. 

Die erf indungsgemaSe Vorrichtung kann insbesondere dazu 
20 verwendet werden, die Autoantikorper aus Flussigkeiten 
eines Patienten zu eliminieren bzw. die Autoantikorper zu 
neutralisieren. Dieses Verfahren ist dem Fachmann unter dem 
Begriff der Immunadsorption oder Apheresetherapie bekannt . 
Mit Hilfe der Immunadsorption werden Immunglobuline aus dem 
25 Blut des Patienten entfernt. Vorteilhaf terweise kann diese 
Immunadsorptionsbehandlung stationar und ambulant durch- 
gefuhrt werden. Es kann vorgesehen sein, dass die Vorrich- 
tung, insbesondere der so genannte Adsorber, Bestandteil 
eines extrakorporalen Blutkreislauf es ist. Hierbei wird dem 
30 Patienten aus einem grofieren KorpergefaS, insbesondere 
einer Armvene, kontinuierlich bzw. diskontinuierlich Blut 
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entnommen und mittels Filtration oder Zentrifugation in 
einzelne Bestandteile, wie beispielsweise die zellularen 
und die humoralen Bestandteile, separiert . Ein wesentlicher 
Bestandteil des Blutes, das hierdurch gewonnen wird, ist 
5 insbesondere Blutplasma. Das Blutplasma kann vorteilhaf ter- 
weise durch die erf indungsgemaSe Vorrichtung geleitet und 
nach Adsorption der Autoantikorper zusammen mit den zuvor 
separierten Blutbestandteilen, insbesondere den zellularen 
Bestandteilen, dem Patienten zuruckgegeben werden, ins- 

10 besondere durch eine andere Arm- bzw. Beinvene . Es kann 
weiterhin vorgesehen sein, dass die Peptide an einer 
Sepharose-Matrix immobilisiert sind. Diese Matrix kann in 
einen Behalter gegeben werden, der ein Volumen von 10 bis 
400 ml aufweist. Das Blutplasma des Patienten kann daim 

15 uber diese Matrix geleitet werden, wobei die Autoantikorper 
binden und so aus dem Blutplasma eliminiert werden konnen. 
Dem Fachmann sind verschiedene Moglichkeiten bekannt, der- 
artige f estphasenf ixierte Peptide bereitzustellen, bei- 
spielsweise in Form von (i) regenerationsf ahigen Adsorp- 

20 tionssaulen, in Form von (ii) Doppelsaulen als auch in Form 
von (iii) Einmalsaulen. Die verschiedenen Spul- und 
ElutionslSsungen, die eine hohe Effizienz der Behandlung 
ermoglichen, konnen durch den Fachmann problemlos durch 
Routineversuche ermittelt werden. Durch die Bereitstellung 

25 der erf indungsgemaSen Lehre, insbesondere der erf indungs- 
gemafien Peptide, sind dem Fachmann verschiedene Moglich- 
keiten offenbart, diese in vivo, ex vivo und in vitro, zur 
Prophylaxe, Diagnose, Therapie als auch zur Nachbehandlung 
der dilatativen Kardiomyopathie , der Chagas" Kardio- 

30 myopathie, der Myokarditis, der Praeklampsie, der humoralen 
NierenabstoSung, der malignen Hypertonie, der essentiellen 
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Hypertonie, der refraktaren Hypertonie, der pulmonaren 
Hypertonie, der Psoriasis und/oder des Raynaud- Syndroms 
einzusetzen. Dem Fachmann sind weitere Ausgestaltungen aus 
der WO 02/38592, der EP 1 214. 350 und der WO 99/56126 
5 bekannt, die in den Of f enbarungsgehalt der erf indungs- 
gemaSen Lehre mit aufgenommen sind. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der erfin- 
dungsgemaSen Peptide, der erf indungsgemaEen pharmazeuti- 

10 schen Zusainmensetzung, des erf indungsgemaEen Kits und/oder 
der erf indungsgemaSen Vorrichtung zur Prophylaxe, Diagnose, 
Therapie, Verlauf skontrolle und/oder Nachbehandlung von 
Autoimmunkrankheiten ausgewahlt aus der Gruppe umf assend 
die dilatative Kardiomyopathie , die Chagas" Kardio- 

15 myopathie, die Myokarditis, die Praeklampsie , die humorale 
NierenabstoSung, die maligne Hypertonie, die essentielle 
Hypertonie, die refraktare Hypertonie, die pulmonare 
Hypertonic, die Psoriasis und/oder das Raynaud- Syndrom. 

20 Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der erf indungs- 
gemaSen Peptide, der erf indungsgemaSen pharmazeuti schen 
Zusammensetzung, des erf indungsgemaSen Kits und/oder der 
erf indungsgemaSen Vorrichtung zur Herstellung eines Arz- 
neimittels zur Behandlung von Autoimmunkrankheiten aus- 

25 gewahlt aus der Gruppe umfassend die dilatative Kardio- 
myopathie, die Chagas" Kardiomyopathie , die Myokarditis, 
die Praeklampsie, die humoral e NierenabstoSung, die maligne 
Hypertonie, die essentielle Hypertonie, die refraktare 
Hypertonie, die pulmonare Hypertonie, die Psoriasis 

30 und/oder das Raynaud- Syndrom. 
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Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der erfindungs- 
gemaSen Peptide, der erf indungsgemafien pharmazeutischen 
Zusammensetzung, des erf indungsgemaSen Kits und/oder der 
erf indungsgemalSen Vorrichtung zum Screenen von Arznei- 
5 mitteln. Das Screenen von Arzneimitteln kann beispielsweise 
die Identif izierung von Substanzen, insbesondere Peptiden, 
Proteinen, Kohlenhydraten und/oder Lipiden umfassen, die 
mit den Peptiden wechselwirken. Eine Wechselwirkung kann 
beispielsweise eine Bindung an diese Peptide sein oder aber 

10 auch eine Aktivierung bzw. Inhibierung von oder durch die 
genannten Peptide. Ein Arzneiraittel konnte demgemaS 
beispielsweise eine Struktur sein, die im Korper eines 
Patienten an die Peptide, und dementsprechend an die 
entsprechenden Loops bindet und so mit den dort vor- 

15 kommenden Autoantikorpern urn eine Bindungsstelle konkur- 
riert. Durch die Offenbarung der. erf indungsgemaSen Lehre, 
insbesondere fiber die Offenbarung des Zusaramenhangs von 
Krankheit und dem Bindungsort der Autoantikorper , kann der 
Fachmann verschiedene Arzneimittel screenen. Das Screenen 

20 von Arzneimitteln aufgrund von of f enbarten Targets gehort 
zum allgemeinen Wissen des Fachmanns und erfolgt durch 
Routineversuche, es sei auf die entsprechenden Standard - 
werke der Molekularbiologie und Pharmakologie verwiesen. 

25 Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Behandlung 
einer Autoimmunkrankheit ausgewahlt aus der Gruppe umfas- 
send die dilatative Kardiomyopathie, die Chagas" Kardio- 
myopathie, die Myokarditis, die Praeklampsie, die humorale 
Nierenabstofrung, die maligne Hypertonie, die essentielle 

30 Hypertonie, die refraktare Hypertonie, die pulmonare 
Hypertonie, die Psoriasis, das Raynaud- Syndrom durch eine 
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Bindung und/oder Entf ernung von Autoantikorpern mittels von 
an eine Festphase gebundenen erf indungsgemafien Peptiden. 
Durch die an die Festphase gebundenen Peptide werden die 
Autoantikorper gebunden, komplexiert und/oder an der 
5 Festphase neutralisiert . 

In einer besonderen Ausfuhrungsf orm des Behandlungs- 
verfahrens ist bevorzugt, dass die Autoantikorper bei der 
dilatativen Kardiomyopathie gegen Betal-adrenerge Rezep- 

10 toren, bei der Chagas" Kardiomyopathie gegen Betal- 
adrenerge Rezeptoren, bei der Myokarditis gegen Betal- 
adrenerge Rezeptoren, bei der dilatativen Kardiomyopathie 
gegen muskarinerge M2 -Rezeptoren, bei der Chagas' 
Kardiomyopathie gegen muskarinerge M2 -Rezeptoren, bei der 

15 Praeklampsie gegen Angiotensin II ATl-Rezeptoren, bei der 
humoralen NierenabstoSung gegen Angiotensin II ATl- 
Rezeptoren, bei der malignen Hypertonie gegen Angiotensin 
II ATl-Rezeptoren, bei der essentiellen Hypertonie gegen 
Alphal-adrenerge-Rezeptoren, bei der refraktaren Hypertonie 

20 gegen Alphal-adrenerge-Rezeptoren, bei der pulmonaren 
Hypertonie gegen Alphal- adrenerge - Rezeptoren, bei der 
Psoriasis gegen Alphal -adrenerge -Rezeptoren, die Auto- 
antikorper bei dem Raynaud- Syndrom gegen Endothelin IA, 
PAR-1 und/oder PAR- 2 gerichtet sind. 

25 

Im Folgenden soil die Erfindung anhand eines Beispiels 
naher erlautert werden, ohne auf dieses Beispiel beschrankt 
zu sein. 
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Beispiel 

Bestinnnung von Angiotensin II-ATj-Rezeptor-Autoantikorpern 

5 Spontan schlagende, kultivierte Kardiomyozyten neugeborener 
Ratten sind ein sehr nutzliches Modell fur die Untersuchung 
der Wirkung von Autoantikorpern. 

Uber Forschungen an Pi-Adrenorezeptor-Autoantikorpern wurde 

10 bereits von Wallukat et al . , 2001, berichtet. Dieser Be- 
richt handelt von Angiotensin II-AT x -Rezeptor-Autoanti- 
korpern bei praeklamptischen Frauen. Praeklampsie ist eine 
Stoning, die sich durch eine Zunahme des Blutdrucks zu 
erkennen gibt, der zum Tod von Mutter und Fotus fuhren 

15 kann. Dechend et al., 2000, waren in der Lage, die 
Manifestation agonistischer Antikorper gegen Angiotensin 
AT^-Rezeptoren aufzuzeigen, die bei praeklamptischen Frauen 
haufig auftreten. Mit der Aktivierung des AT x ~Rezeptors 
durch agonistische Autoantikorper lieSen sich viele der 

20 pathophysiologischen Merkmale der Praeklampsie erklaren. 
Die Befunde von Wallukat et al . , 1999, zeigen, dass 
Immunglobul in- Frakt ionen und af f ini t at sgere inigt e Ant i - 
korper von praeklamptischen Frauen den AT^-Rezeptor von 
kultivierten Kardiomyozyten stimulieren konnen. Durch Zu- 

25 gabe von Losartan (1 pJVI) verringern sich die Schlage pro 
Minute. Durch Neutralisationsexperimente konnte gezeigt 
werden, dass die IgG-Unterklasse 3 fur die Zunahme der 
Schlagfrequenz verantwortlich ist. 
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GemaE diesen Befunden wurde ein enzymgekoppelter Iramuntest 
zur Bestimmung von Angiotensin II-AT x -Rezeptor-Autoanti- 
korpern (Anti-AT 1 -AAB) entwickelt. 

5 Erstens : Peptid-Losungen, entsprechend der Aminosaure- 
sequenz der zweiten Schleife des menschlichen AT a -Rezeptors 
(Sm 1986/1, 100 |ag/ml) , wurden mit Anti-AT^AAB (1:1; 
Vol. /Vol.) 1 Stunde. lang bei 4 °C inkubiert . Anti-AT^-AABs 
wurden hergestellt durch Ammoniumsul fat -Fall ung aus Abfall- 
10 flussigkeiten bei der Geburt (Blut und isotonische Salz- 
losung) . Diese Proben waren starker konzentriert als Rein- 
serumproben. 

Zweitens: Diese Mischung wurde mit gewaschenen 
15 Streptavidin-beschichteten magnetischen Teilchen 1 Stunde 
lang bei 4 °C inkubiert . 

Drittens: Zur Abtrennung der IgG/Peptid-Mischung wurden die 
magnetischen Teilchen dreimal mit Waschpuffer gewaschen 
20 (20 mM Kaliumphosphat-Puf fer, 0,15 M NaCI, pH 7,5). Das 
Abtrennen oder Waschen kann ohne weiteres mit einem 
Magnet -Konzent rat ionsapparat (Dynal) durchgef uhrt werden . 
Unspezif ische Bindungsstellen wurden mit 1 % Rinderserum- 
albumin in Waschpuffer blockiert . 

25 

Viertens: Die magnetischen Teilchen wurden mit einer Losung 
von Meerettichperoxidase-markierten Antikorpern gegen 
menschliches IgG3 inkubiert (1:200, 1 Stunde, Raum- 
temperatur) . 
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Funftens: Die Teilchen wurden mit einer standardisierten 
gebrauchsf ertigen Losung von TMB (Tetramethylbenzidin) 
30 min lang bei Raumtemperatur im Dunkeln behandelt . Die 
Farbreaktionen (blau-grun) wurden mit 0,1 N HC1 gestoppt 
5 (gelb-orange) . Die optischen Dichten wurden in einem 
Mikroplatten-Lesegerat (Anthos HTII) bei 492 nra (Bezugs- 
filter 62 0 nm) gemessen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 
zusammengef asst . 

10 Das gleiche Peptid des menschlichen AT^Rezeptors 
(Sm 1986/1) wurde zur Reinigung von Anti-AT x -AABs ver- 
wendet. IgG-L6sungen wurden mit Peptid-Losung (100 ng/ml, 
1:1; Vol. /Vol.) gemischt und eine Stunde lang bei 4 °C 
inkubiert . Die dreimal gewaschenen, Streptavidin-beschich- 

15 teten magnet ischen Teilchen wurden zugegeben (3 00 ^1) . Die 
Teilchen wurden mit dem Magnet-Konzentrationsapparat ein- 
gesammelt . Die Uberstande wurden vorsichtig abgetrennt und 
in Eis gelagert. Die magnetischen Teilchen wurden dreimal 
gewaschen und mit 3 M Kaliumthiocyanat-Losung 15 min lang 

20 bei Raumtemperatur eluiert. Nach magnetischer Aufkonzen- 
trierung wurden die Losungen vorsichtig abgetrennt xind 
zusammen mit dem ersten Uberstand gegen NaCl (0,9 %) in 
Phosphat-gepuf ferter Losung dialysiert. Nach 5-maligem Aus- 
tausch innerhalb von 3 Tagen wurde der Proteingehalt anhand 

25 der optischen Dichte bestimmt (2 8 0 nm) . Die chronotrope 
Wirkung von Uberstand und Eluat auf primare kultivierte 
Kardiomyozyten neugeborener Ratten (Bioassay) wurde mit 
einem bildgebenden Computersystem (IMAGOQANT) aufge- 
zeichnet . 

30 
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Tabelle 2 zeigt die Reproduzierbarkeit des Reinigungs- 
verfahrens. Sechs der sechs gereinigten Anti-AT^-AABs 
zeigten die Zunahme der Schlagf requenz/min (>24,4). Mit 
Uberstand behandelte Kulturen bewirkten dagegen keine oder 
5 nur mafiige Anderungen der Schlagf requenz (<10,0) . 

Das Verfahren der Coimmunprazipitation des . AT^Rezeptors 
war ahnlich der Methode des P x -Adrenorezeptors (Wallukat, 
2001) . Die Unterschiede sind: es wurden lysierte Membranen 

10 transf izierter CHO-Zellen (Couchon, 1997) fur die 
Coinununprazipitation verwendet. Die lysierten Membranen 
sollteri frisch hergestellt werden. Die Proteine wurden 
identif iziert mit Hilfe eines Antikorpers gegen ein Peptid 
mit der Sequenz des N-terminalen Teils des AT^-Rezeptors, 

15 der in Kaninchen erzeugt worden war (N10, 1 :100, Santa 
Cruz) , und durch Western-Blot und ECL- System mit 
Anti- Kaninchen -IgG- Peroxidase -Konjugat en (1 : 10 00 0, 

Sigma) nachgewiesen . 

20 Figur 1 zeigt die Ergebnisse des Western-Blots. Eine Bande 
(Molekulargewicht >40,0 kDa) konnte mit Hilfe interner 
positiver Proben (lysierte Membranen transf izierter 
CHO-Zellen und menschliches Plazenta-Gewebe) exakt erfasst 
werden. Bei fruheren Experimenten (Neichel, unverof f ent- 

25 lichte Daten) konnte diese Bande durch die Peptide 
blockiert werden, die zur Herstellung der NIO-Antikorper 
verwendet wurden. Diese Bande fehlte in reinen Sepharose- 
Proben und in den Uberstanden der Re inigungs experiment e . 

30 Die Ergebnisse zeigen die Nutzlichkeit des bildgebenden 
Computersystems IMAGOQUANT beim Nachweisen der Zunahme der 
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Schlage/min durch AT^-AABs bei Patientinnen mit Pra- 
eklampsie . Der enzymgekoppelte Immuntest sollte mit Seren 
von Praeklampsie- Patientinnen und gesunden Spendern gepruft 
werden. Die gereinigten AT x -AABs konnen zur weiteren Unter- 
5 suchung der Pathogenese der Praeklampsie verwendet werden. 

Tabelle 1 

Messung der ATj-Autoantikorper mit Hilfe eines enzym- 
gekoppelten Immuntests 
10 

IgG n Optische Dichte 

(OD, 492 nm) 
Bereich 



Ge sunde ( Kont r o 1 1 e n ) 


3 


0,036 - 0,069 


Praeklamptische Frau 






positiv 


15 


0,071 - 0,786 


negativ 


4 


0,021 - 0,069 
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Tabelle 2 

Einfluss von Uberstanden und Eluaten der magnetischen 
Teilchen auf die Schlagf requenz kultivierter Kardiomyozyten 
neugeborener Ratten 



Patientin/ 

Tag des 
Experiments 


Proben 


OD 


ug/ml 


Bioassay (Zunahme der Scnlage/min) 
1:100 1:50 1:20 


D . 

19.03.02 


Ober stand 


4,300 


3071,4 


6,0±0,0 


6,0±0,0 


10, 0±1, 6 




Bluat 


0, 086 


61,4 


12,8±1, 6 


27,6±2, 0 


34, 4±1,2 


D. 

27.05.02 


Uberstand 


6,820 


4871,4 


-1,6±0,8 


4,0±1,2 


6,4±1,2 




Eluat 


0, 033 


23, 6 


12,1±2,4 


18,9±0,5 


24,5±0, 8 


D. 

03.06.02 


Uberstand 






3,3±0,8 


3,2±0, 8 


4,7±1,6 




Eluat 


0, 0104 


74, 3 


n,i±r.2 


15,2±2,0 


33,9±2, 0 



± SA vom Mittelwert 
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Tabelle 3 

Autoantikdrper gegen G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 
Angaben zu den Epitopen und IgG Siibklasse 





Antikorper 


Erkrankung 


Epitop 


IgGSubklasse 




gegen Rez. 








• 






Betal-adren. 


dilat . Kardiomyopathie 


1. 


loop 


IgG3 u. 


IgG4 


10 






2 . 


loop 


IgGl 






Betal - adren . 


Chagas " Kardiomyopathie 


2. 


loop 








Betal-adren. 


Myokar di t i s 


1. 


loop 


IgG3 u. 


IgG4 








2 . 


loop 


IgGl 






muskarin . M2 


dilat . Kardiomyopathie 


2 . 


loop 


IgGl 




15 


muscarin. M2 


Chagas" Kardiomyopathie 


2. 


loop 








Ang. II ATI 


Praekl amp s i e 


2. 


loop 


IgG3 






Ang. II ATI 


hiunorale NierenabstoSung 


2 . 


loop 


IgGl u. 


IgG3 




Ang. II ATI 


maligne Hypertonie 


2. 


loop 


IgGl u. 


IgG3 




Alpha 1 - adren . 


essentielle Hypertonie 


1. 


loop 


IgGl u. 


IgG3 


20 






2 . 


loop 


IgG2 






Alphal - adren . 


refraktare Hypertonie 


1. 


loop 


IgGl u. 


IgG3 








2 . 


loop 


IgG2 






Alphal - adren . 


pulmonare Hypertonie 


1. 


loop 


IgG 1 u. 


IgG3 




Alphal - adren . 


Psoriasis 


1. 


loop 


IgG 2 




25 






2. 


loop 








PAR-1 u. PAR- 2 


Raynaud- Syndrom 


2. 


loop 


IgGl 





Endothelin IA 
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Legende 

Figur 1: Western-Blot der Coiminunprazipitation des 
Angiotensin AT^-Rezeptors 
5 * Bahn 1 Protein A/Sepharose; 2 praeklamptische Patientin 
D. ohne Reinigung; 3 KSCN-Eluat; 4 Dberstand; 5 lysierte 
CHO-Membranen; 6 lysiertes Plazenta-Gewebe. 
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Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Detektion von krankheitsassoziierten 
5 Autoantikorpern, die gegen G-Protein-gekoppelte Rezep- 

toren gerichtet sind, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

das Verfahren f olgende Schritte umfasst : 

a) In- Kontakt - Br ingen von Korperf lussigkeit mit einem 
10 denaturierenden Agens, 

b) In-Kontakt-Bringen der gefallten Fraktion mit einem 
Biotin umfassenden Peptid, welches eine Sequenz 
oder Teilsequenz eines ersten und/oder zweiten 
Loops des Rezeptors umfasst, wobei eine Mixtur 

15 entsteht, 

c) Inkubation der Mixtur mit einem Avidin oder 
Streptavidin-beschichteten Trager, 

d) Waschen der Materialmen des Tragers, 

e) Inkubation der Trager mit anti-IgG-Antikorper- 
20 Subklassen, wobei der anti-IgG-Antikorper markiert 

ist und 

f) Durchfuhrung einer Enzym- oder Farbreaktion. 

2 . Verfahren nach Anspruch 1 , 

25 dadurch gekennzeichnet , dass 

das denaturierende Agens Ammoniumsulf at und/oder 
Alkohol ist . 



3 . 

30 



Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
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10 



15 



20 



der Trager ein magnetisches Partikel oder eine 
ELISA- Platte ist . 

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

die Autoantikorper gegen einen Betal-adrenergen-Rezep- 
tor, einen muskarinergen M2 -Rezeptor, einen Angiotensin 
II ATl-Rezeptor, einen Alphal-adrenergen-Rezeptor , 
einen Endothelin IA- Rezeptor, einen PAR-1, PAR-2 
und/oder PAR- 3 gerichtet sind. 

.5. Verfahren nach einem* der Anspruche 1. bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die gegen den Beta-l-adrenergen Rezeptor gerichteten 
Autoantikorper mit der dilatativen Kardiomyopathie, der 
Chagas" Kardiomyopathie und/oder der Myokarditis, die 
gegen den muskarinergen M2 -Rezeptor mit der dilatativen 
Kardiomyopathie gerichteten Autoantikorper und/oder der 
Chagas" Kardiomyopathie, die gegen den Angiotensin II 
ATI -Rezeptor gerichteten Autoantikorper mit der 
Praeklampsie, der humoralen NierenahstoSung und/oder 
der malignen Hypertonie, die gegen den Alphal- 
adrenergen-Rezeptor gerichteten Autoantikorper mit der 
essentiellen Hypertonie, der refraktaren Hypertonic, 
der pulmonaren Hypertonie und/oder der Psoriasis 
und/oder die gegen den Endothelin IA- Rezeptor, PAR-1, 
PAR-2 und/oder PAR- 3 gerichteten Autoantikorper mit dem 
Raynaud- Syndrom assoziiert sind. 



30 



6 . 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
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dadurch gekennzeichnet , dass 

bei der Detektion der dilatativen Kardiomyopathie , der 
Myokarditis, der essentiellen Hypertonie, der refrak- 
taren Hypertonie, der pulmonaren Hypertonie und/oder 
der Psoriasis das Peptid eingesetzt wird, welches eine 
Sequenz oder Teilsequenz des ersten und/oder zweiten 
Loops umfasst und bei der Chagas" Kardiomyopathie, der 
dilatativen Kardiomyopathie/ der humoralen Nieren- 
abstofcung und/oder beim Raynaud- Syndrom das Peptid ein- 
gesetzt wird, das eine Sequenz oder Teilsequenz des 
zweiten Loops umfasst. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

- die mit der dilatativen Kardiomyopathie assoziierten 
Autoantikorper mit dem ersten und/oder zweiten Loop 
des Betal-adrenergen Rezeptors in Kontakt gebracht 
we r den, 

- die mit der Chagas" Kardiomyopathie assoziierten 
Autoantikorper mit dem Peptid umfassend eine Sequenz 
oder Teilsequenz des zweiten Loops des Betal-adre- 
nergen Rezeptors in Kontakt gebracht werden, 

- die mit der Myokarditis assoziierten Autoantikorper 
mit dem Peptid umfassend eine Sequenz oder 
Teilsequenz des ersten und/oder zweiten Loops des 
Betal-adrenergen Rezeptors in Kontakt gebracht 
werden, 

- die mit der dilatativen Kardiomyopathie assoziierten 
Autoantikorper mit dem Peptid umfassend eine Sequenz 
oder Teilsequenz des zweiten Loops des muskarinergen 
M2 -Rezeptors in Kontakt gebracht werden, 
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- die mit der Chagas" Kardiomyopathie assoziierten 
Autoantikorper mit dem Peptid umfassend eine Sequenz 
oder Teilsequenz des zweiten Loops des muskarinergen 
M2-Rezeptors in Kontakt gebracht werden, 

- die mit der Praeklampsie assoziierten Autoantikorper 
mit dem Peptid umfassend eine Sequenz oder Teil- 
sequenz des zweiten Loops des Angiotensin II ATI- 
Re zep tors in Kontakt gebracht werden , 

- die mit der humoralen Nierenabstofiung assoziierten 
Autoantikorper mit dem Peptid umfassend eine Sequenz 
oder Teilsequenz des zweiten Loops des Angio- 
tensin II ATl-Rezeptors in Kontakt gebracht werden, 

- die mit der malignen Hypertonie assoziierten Auto- 
antikorper mit dem Peptid umfassend eine Sequenz 
oder Teilsequenz des zweiten Loops des Angio- 
tensin II ATl-Rezeptors in Kontakt gebracht werden, 

- die mit der essentiellen Hypertonie assoziierten 
Autoantikorper mit dem Peptid umfassend eine Sequenz 
oder Teilsequenz des ersten urid/oder zweiten Loops 
des Alphal-adrenergen-Rezeptors in Kontakt gebracht 
werden, 

- die mit der ref raktaren Hypertonie assoziierten 
Autoantikorper mit dem Peptid umfassend eine Sequenz 
oder Teilsequenz des ersten und/oder zweiten Loops 
des Alphal-adrenergen-Rezeptors in Kontakt gebracht 
werden, 

- die mit der pulmonaren Hypertonie assoziierten 
Autoantikorper mit dem Peptid umfassend eine Sequenz 
oder Teilsequenz des ersten und/oder zweiten Loops 
des Alphal-adrenergen-Rezeptors in Kontakt gebracht 
werden, 
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- die mit der Psoriasis assoziierten Autoantikorper 
mit dem Peptid umfassend eine Sequenz oder Teil- 
sequenz des ersten und/oder zweiten Loops des 
Alphal-adrenergen-Rezeptors in Kontakt gebracht 

5 werden, 

- die mit dem Raynaud- Syndrom assoziierten Autoanti- 
korper mit dem Peptid umfassend eine Sequenz oder 
Teilsequenz des ersten und/oder zweiten Loops des 
Endothelin IA-Rezeptor, PAR-1 7 PAR- 2 und/oder PAR- 3 

10 in Kontakt gebracht werden. 

8 . Verf ahren nach einem der vorhergehenden Anspruche , 
dadurch. gekennzeichnet , dass 

die IgG-Subklassen IgGl, IgG2, IgG3 und/oder IgG4 Sub- 
15 klassen sind. 



Verf aliren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

- *>ei der dilatativen Kardiomyopathie die IgG3 
und/oder IgG4 Subklassen verwendet werden, wenn das 
Peptid eine Sequenz oder Teilsequenz des ersten 
Loops umfasst, und/oder die IgGl Subklasse, wenn das 
Peptid eine Sequenz oder Teilsequenz des zweiten 
Loops umfasst, 

- bei der Chagas" Kardiomyopathie die IgGl, IgG2, IgG3 
und/oder IgG4 Subklassen verwendet werden, 

- bei der Myokarditis die IgG3 und/oder IgG4 Sub- 
klassen verwendet werden, wenn das Peptid eine 
Sequenz oder Teilsequenz des ersten Loops umfasst 



20 



25 
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und/oder die IgGl Subklasse, wenn das Peptid eine 
Sequenz oder Teilsequenz des zweiten Loops umfasst, 

- bei der Praeklampsie die IgG3 Subklasse verwendet 
wird, 

5 - bei der humoralen Nierenabstofcung die IgGl und IgG3 

Subklasse verwendet wird, 

- bei der malignen Hypertonie die IgGl und/oder IgG3 
Subklasse verwendet wird, 

- bei der essentiellen Hypertonie die IgGl und/oder 
10 IgG3 Subklassen verwendet werden, wenn das Peptid 

eine Sequenz oder Teilsequenz. des ersten Loops 
umfasst und/oder die IgG2 Subklasse verwendet wird, 
wenn das Peptid eine Sequenz oder Teilsequenz des 
zweiten Loops umfasst, 

15 - bei der refraktaren Hypertonie die IgGl und/oder 

IgG3 Subklassen verwendet werden, wenn das Peptid 
eine Sequenz oder Teilsequenz des ersten Loops 
umfasst und/oder die IgG2 Subklasse verwendet wird, 
wenn das Peptid eine Sequenz oder Teilsequenz des 

20 zweiten Loops umfasst, 

- bei der pulmonaren Hypertonie die IgGl, IgG2, IgG3 
und/oder IgG4 Subklassen verwendet werden, 

- bei der Psoriasis die IgGl, IgG2, IgG3 und/oder IgG4 
Subklassen verwendet werden und/oder 

25 - bei dem Raynaud -Syndrom die IgGl Subklasse verwendet 

wird. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche , 
dadurch gekennzeichnet , dass 

30 die Autoantikorper vor dem Nachweis auf konzentriert 

oder gereinigt werden. 
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11. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

die Aufkonzentration oder Reinigung der Autoantikorper 
5 die folgenden Schritte umfasst: 

a) Gewinnung einer IgG-Fraktion aus Korperf lussigkeit , 

b) In-Kontakt-Bringen der gewonnenen IgG-Fraktion mit 
einem Peptid, welches eine Teilsequenz eines ersten 
Oder zweiten Loops eines G- Protein- gekoppel ten 

10 Rezeptors umfasst, wobei eine Mixtur gewonnen wird, 

c) Inkubation der Mixtur mit einem Trager, der 
gewaschen und konzentriert wird und 

d) Eluieren der Autoantikorper von dem auf konzentrier- 
ten Trager. 

15 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

das Peptid, welches die Sequenz Oder Teilsequenzen des 
ersten und/oder zweiten Loops umfasst, ausgewahlt ist 
20 aus der Gruppe umf as send EYGSFF, SFFCEL, ARRCYND, PKCCDF, 

AESDE, CYIQFF, EDGECY, VRTVEDGECYIQFFSNAAVTFGTAI, 
AFHYESQ, ENTNIT, FWAFGR, GRAFCDV, ITEEAGY, ERFCGI, GRIFCD 
und/oder ITTCHDVL. 

25 13 . Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

das Peptid Aminogruppen, Amide, Acetylgruppen, Biotin- 
gruppen, Marker, Spacer, Linker, GKK und/oder SGKK 
umfasst . 
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14. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

der Linker und/oder der Spacer ausgewahlt sind aus der 
Gruppe umfassend a-Minocarbonsauren sowie deren Homo- 
5 und Heterooligomere; a, Go-Aminocarbonsauren sowie deren 

verzweigte Homo- oder Heterooligomere; sonstige Amino- 
sauren sowie die linearen und verzweigten Homo- oder 
Heterooligomere; Amino- oligoalkoxy- alkylamine; 

Maleinimidocarbonsaure -Derivate ; Oligomere von Alkyl- 

10 aminen ; 4 - Alkylphenyl -Derivate ; 4 - Oligoalkoxyphenyl - 

Oder 4 -Oligoalkoxyphenoxy- Derivate; 4-Oligoalkyl- 
mercaptophenyl- oder 4-Oligoalkylmercaptophenoxy- 
Derivate; 4-01igoalkylaminphenyl- oder 4-Oligoalkyl- 
aminyphenoxy-Derivate; (Oligoalkylbenzyl) -phenyl- oder 

15 4 -Oligoalkylbenzyl ) -phenoxy-Derivate sowie 4-Oligo- 

alkoxybenzyl) -phenyl- oder 4-Oligoalkoxybenzyl) - 

phenoxy-Derivate ; Trityl -Derivate ; Benzyl oxyaryl- oder 
Benzyl oxyalkyl - Derivate ; Xant hen- 3 -yl - oxyalkyl - 

Derivate; ( 4-Alkylphenyl) - oder co- ( 4-Alkylphenoxy ) - 

20 alkansaure -Derivate ; Oligoalkyl - Phenoxyalkyl - oder 

Oligoalkoxy-phenoxyalkyl -Derivate; Carbamat-Derivate; 
Amine; Trialkylsilyl- oder Dialkyl-alkoxysilyl- 
Derivate; Alkyl- oder Aryl-Derivate und/oder Kombi- 
nationen davon. 

25 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

das Peptid durch Deletion, Addition, Substitution, 
Translokation, Inversion und/oder Insertion modifiziert 
30 ist. 



WO 2004/051280 



YDE2003/003988 



51 

16. Peptid ausgewahlt aus der Gruppe umfassend EYGSFF, 
SFFCEL, ARRCYXJD, PKCCDF, AESDE, CYIQFF, EDGECY, 
VRTVEDGECYIQFFSNAAVTFGTAI, AFHYESQ, ENTNIT, FWAFGR, 
GRAFCDV, ITEEAGY , ERFCGI , GRIFCD und ITTCHDVL zur 

5 Verwendung als medizinischer Wirkstoff . 

17. Peptid nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

das Peptid von Autoantikorpern von Patienten mit einer 
10 der folgenden Krankheiten gebunden wird: dilatative 

Kardiomyopathie , Chagas ' Kardiomyopathie , Myokardi t is , 
Praeklampsie, humorale Nierenabstofiung, maligne Hyper- 
tonic, essentielle Hypertonie, refraktare Hypertonie, 
pulmonare Hypertonie, Psoriasis und/oder 

1 5 Raynaud - Syndrom . 



18. Peptid nach Anspruch 15 Oder 16, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
das Peptid immobilisiert ist. 

20 

19 , Peptid nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

das Peptid an eine Festphase gebunden ist. 



25 20. Erkennungsmolekul gerichtet gegen das Peptid gemafc 
einem der Anspruche 16 bis 19. 



21. Erkennungsmolekul nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
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es ein Antiko^per, ein Lektin, ein Antisense-Konstrukt 
und/oder ein Chelator ist. . 

22 . Pharmazeutische Zusammensetzung, umf assend ein Peptid 
5 gemaS einem der Anspruche 16 bis 19 und/oder ein 

Erkennungsmolekul nach Anspruch 20 oder 21. 

23. Kit, umf assend ein Peptid nach einem der Anspruche 16 
bis 19 , ein Erkennungsmolekul nach Anspruch 2 0 oder 21 

10 und/oder eine pharmazeutische Zusammensetzung nach 

Anspruch 22, gegebenenf alls mit einer Anweisung zum 
Kombinieren der Inhalte des Kits und/oder zum 
Bereitstellen einer Formulierung. 

15 24. Chromatographievorrichtung, umf assend Peptide gemafi 
einem der Anspruche 16 bis 19 und/oder 
Erkennungsmolekul e nach Anspruch 2 0 oder 21. 

25. Vorrichtung nach dem vorhergehenden Anspruch, 
20 dadurch gekennzeichnet , dass 

die Peptide an eine Festphase gebunden sind. 

26. Verwendung der Peptide nach einem der Anspruche 16 bis 
19 und/oder Erkennungsmolekule nach Anspruch 2 0 oder 21 

25 und/oder einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach 

Anspruch 22 und/oder eines Kits nach Anspruch 2 3 
und/oder einer Vorrichtung nach Anspruch 24 bis 25 zur 
Prophylaxe, Diagnose, Therapie, Verlauf skontrolle 
und/oder Nachbehandlung von Autoiramunkrankheiten aus- 

30 gewahlt aus der Gruppe umfassend die dilatative Kardio- 

myopathie, die Chagas' Kardiomyopathie , die Myokardi- 



i 



WO 2004/051280 ^^/DE2003/003988 



53 



tis, die Praeklampsie, die humorale Nierenabstofrung, 
die maligne Hypertonie, die essentielle Hypertonie, die 
refraktare Hypertonie, die pulmonare Hypertonie, die 
Psoriasis und/oder . das Raynaud -Syndrom. 

5 

27. Verwendung der Peptide nach einem der Anspruche 16 bis 
19 und/oder Erkennungsmolekule nach Anspruch 2 0 oder 21 
und/oder einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach 
Anspruch 22 und/oder eines Kits nach Anspruch 23 

10 und/oder einer Vorrichtung nach Anspruch 24 bis 25 zur 

Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von 
Autoimmunkrankheiten ausgewahlt aus der Gruppe umfas- 
send die dilatative Kardiomyopathie , die Chagas" 
Kardiomyopathie, die Myokarditis, die Praeklampsie, die 

15 humorale NierenabstoSung, die maligne Hypertonie, die 

essentielle Hypertonie, die refraktare Hypertonie, die 
pulmonare Hypertonie, die Psoriasis und/oder das 
Raynaud - Syndrom . 

20 28. Verwendung der Peptide nach einem der Anspruche 16 bis 
19 und/oder Erkennungsmolekule nach Anspruch 2 0 oder 21 
und/oder einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach 
Anspruch 22 und/oder eines Kits nach Anspruch 23 
und/oder einer Vorrichtung nach Anspruch 24 bis 25 zum 

25 Screenen von Arzneimitteln. 



29. Verwendung der Peptide nach einem der Anspruche 16 bis 

dadurch gekennzeichnet , dass 
30 gegen Betal-adrenergen-Rezeptor, muskarinergen 

M2-Rezeptor, Angeotensin II ATl-Rezeptor , Alphal- 



^^YDE2003/003988 

54 

adrenergen-Rezeptor, Endothelin IA, PAR-1, PAR-2 
und/oder PAR- 3 gerichtete Autoantikorper detektiert, 
gebunden, komplexiert und/oder neutralisiert werden.. 
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5 30. Verfahren zur Behandlung einer Autoimmunkrankheit , 

ausgewahlt aus der Gruppe umfassend die dilatative 
Kardiomyopathie, die Chagas - * Kardiomyopathie , die 
Myokarditis, die Praeklampsie, die humorale Nieren- 
abstofcung, die maligne Hypertonie, die essentielle 
10 Hypertonie, die refraktare Hypertonie, die pulmonare 

Hypertonie, die Psoriasis, das Raynaud- Syndrom durch 
eine Bindung und/oder Entfernung von Autoantikorpern 
mittels von an eine Festphase gebundenen Peptiden nach 
einem der Anspruche 16 bis 19. 

15 

31. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

die Autoantikorper bei der dilatativen Kardiomyopathie 
gegen Betal-adrenerge Rezeptoren, bei der Chagas" 

20 Kardiomyopathie gegen Beta-l-adrenerge Rezeptoren, bei 

der Myokarditis gegen Beta-l-adrenerge Rezeptoren, bei 
der dilatativen Kardiomyopathie gegen muskarinerge 
M2 -Rezeptoren, bei der Chagas" Kardiomyopathie gegen 
muskarinerge M2- Rezeptoren, bei der Praeklampsie gegen 

25 Angiotensin II ATI -Rezeptoren, bei der humoralen 

NierenabstoGung gegen Angiotensin II ATI -Rezeptoren, 
bei der malignen Hypertonie gegen Angiotensin II 
ATI -Rezeptoren, bei der essentiellen Hypertonie gegen 
Alphal-adrenerge- Rezeptoren, bei der refraktaren Hyper- 

30 tonie gegen Alphal-adrenerge-Rezeptoren, bei der pul- 

monaren Hypertonie gegen Alphal-adrenerge-Rezeptoren, 
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bei der Psoriasis gegen Alphal - adrenerge - Re zept oren , 
die Autoantikorper bei dem Raynaud -Syndrom gegen 
Endothelin IA, PAR-1, PAR 2 und/oder PAR-3 gerichtet 
sind. 
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Figur 1 



